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Abstract 
 
食中毒の発生は、原因食品を製造した会社への信頼を低下させ、経済的な損失を引き起こすばかり
でなく、当該食品全体のイメージが低下することから、業界全体への波及も大きい。そのため、食中
毒の発生を未然に防ぐことは食品を生産、販売する上でもっとも重要であり、原料から製造、流通過
程のすべてにおいて、食中毒菌の挙動を把握し管理する必要がある。 
しかし、一般的に広く普及している微生物検査法は、操作が煩雑で検査に時間がかかることが問題と
なっている。また多検体を処理する際のコストも食品会社にとって大きな負担となっている。本研究
では、これらの課題を解決するために、食品製造現場に導入が可能な、迅速で簡易な微生物の検出、
定量、株識別法を新たに開発した。 
はじめに、2 章では Mediator probe PCR 法の技術を応用し、増幅された産物の検出に High Resolution 
Melting Analysis(HRMA)を用いる Mediator probe PCR HRMA 法を開発した。本手法は、通常の PCR に
使用するプライマーに加えて、Mediator probe と Reporter を利用する。PCR 中には、DNA 合成酵素の
Flap エンドヌクレアーゼ活性により Mediator probe の Mediator 部分が遊離し、それが相補的な配列を
持つ Reporter に結合することで by-product と呼ばれる二つ目の PCR 産物が合成される。続いて行う
HRMA では、反応液中の 2 本鎖 DNA の Tm 値を解析することができるため、二種類の PCR 産物を検
出することができる。本手法は、対象とする菌種を変更した場合でも、HRMA の解析対象となる産物
の Tm 値が変化することはなく、検査対象や検体により標的菌を自由に変更することが可能である。
また、Multiplex PCR に応用することが可能であることに加え、蛍光標識されたプローブも必要としな
いため、これまでより検査コストを抑えた多重検出法として有効であると考えられた。  
次に、3 章では Digital PCR を用いた L. monocytogenes の定量法を確立した。L. monocytogenes はヒト
に感染し敗血症や髄膜炎を引き起こす細菌で、致死率が非常に高いことから世界的に問題視されてい
る食中毒菌である。欧米では食品中の本菌の菌数に規制が敷かれており、アメリカではすべての食品
から本菌が非検出であること、ヨーロッパでは L. monocytogenes が増殖可能な食品では非検出、チー
ズなどの一部の食品においては 100cfu/g 以下と定められている。これまで、食品中の本菌を迅速に定
量するRealtime PCR法が数多く報告されているが、それらの多くは EUにおける規制値である 100cfu/g
前後の菌を正確に定量することができない。本研究では、PCR 反応に影響を与えない検体濃縮法を検
討すると共に、L. monocytogenes の inl A 遺伝子を標的遺伝子とした Digital PCR 定量法を開発した。そ
の結果、検体の濃縮と Digital PCR の併用により 100 cfu/g 前後の菌数を正確に定量することが可能と
なった。確立した本法については、L. monocytogenes による汚染がしばしば問題となる各種食品を用い
て評価も行った。 
最後に 4 章では汚染源追跡に使用可能な L. monocytogenes の株識別法を開発した。L. monocytogenes
は、野菜、乳製品、畜肉などから分離されることが報告されており、原料等を介して食品製造工場内
に持ち込まれ、そこで生産される食品を汚染すると考えられている。そのため、分離株の遺伝型を識
別し、工場への持込経路や製品への混入経路を明らかにし、その経路を絶つことが重要である。本研
究では、簡易、迅速な L. monocytogenesの株識別法として、HRMAを利用したMultilocus Variable Number 
of Tandem Repeat Analysis(MLVA)法を開発した。 
MLVA-HRMA は、11 箇所のタンデムリピート領域を対象とし、PCR 増幅の後、増幅産物の HRM 解析
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を行った。HRM 解析では、領域ごとに得られた融解曲線を比較し、同一曲線を示すものには同じア
レル番号を付与した。その後、11 領域のアレル番号を比較し、HRMA グループを決定した。また、キ
ャピラリー電気泳動を用いた MLVA 法および Multilocus Sequence Typing(MLST)法による解析も行い、
それらと MLVA-HRMA 法との識別能を比較した。その結果、MLVA-HRMA 法が最も高い識別能を示
した。これはキャピラリー電気泳動による MLVA 法では産物の鎖長のみを比較しているのに対し、
HRMA 法では内部の塩基配列の変異が結果に影響するからであると考えられた。MLVA-HRMA 法は、
塩基配列解析や高精度な電気泳動を必要としないため作業量が少なく、安価に解析を行うことが可能
である。また、多検体を同時に解析することができるため、多くの検体を抱える食品製造現場での検
査に最適な手法であると考えられた。 
本研究では、食品製造現場で行われている各種微生物検査法をより簡易、迅速化するために新たな
検査法を開発した。開発した手法は実際の検査現場での使用を想定し評価も行った。食品の製造現場
では検査を頻繁に行うことで食中毒菌の挙動を正確に把握することが可能となる。製品や製造現場へ
の食中毒菌の持ち込みを素早く感知し、汚染源を根絶するなどの対策をとることにより、安全な食品
を供給し、食中毒事例を未然に防ぐことが可能となる。本研究で開発した手法が今後多くの食品製造
現場に導入され、検査体制が強化されることが望まれる。 
 
 
 
 
 
 
